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ABSTRAK 
 
Akar tapak kuda (Bauhinia hullettii Prain) merupakan tumbuhan  dari genus Bauhinia 
yang banyak dijumpai di Indonesia. Tumbuhan Bauhinia dilaporkan kaya akan senyawa 
flavonoid dan stilbenoid. Dua senyawa flavanon (1 dan 2) dan senyawa fenolik (3) 
terdapat pada kulit batang dan daun akar tapak kuda.Uji aktivitas antioksidan dari tiga 
senyawa terhadap radikal DPPH menunjukkan aktifitas antioksidan yang sangat kuat 
untuk senyawa 1 (5,7,3’,5’-tetrahidroksi flavanon)  dan  3 (asam 3,4,5-trihidroksibenzoat).  
Senyawa 2 (5,7,4’-trihidroksi-6-metilflavanon) tidak aktif sebagai antioksidan dengan 
IC50>1000 µg/mL. Senyawa 1 dan 3 diketahui lebih aktif daripada Vitamin C dengan IC50 
masing-masing 6,33 dan 1,26 µg/mL. 
 
Kata Kunci: Bauhinia hullettiiPrain, flavonoid, fenolik, aktivitas antioksidan 
 
 
PENDAHULUAN 
Bauhinia merupakan salah satu genus utama dari famili Leguminoceae, terdiri dari 
300 spesies dan tumbuh didaerah tropis dan subtropis. Di Indonesia tumbuhan 
Bauhinia hanya terdiri dari 12 spesies (Heyne, 1987). Studi farmakologi menunjukkan 
bahwa spesies Bauhinia memiliki aktifitas sebagai antikanker (Gupta et al., 2004; Pettit 
et al., 2006; Yuenyongsawad et al., 2013), antioksidan (Aliyu et al., 2009; Bhaskar dan 
Avadhani, 2012; Krishnaveni, 2014), hipoglikemia (Menezes et al, 2007), hiperlipidemia 
(Laksi et al., 2011), antivirus (Santos et al., 2014), antiinflamasi (Muhammad dan Sirait, 
2013), antimikroba (Kumar et al., 2005; Dahikar et al., 2011; Gunalan et al., 2011), 
gastroprotektif (Kamarolzaman, 2014), antiulcer (Borikar et al., 2009a) dan analgesik 
(Borikar et al., 2009b). 
TumbuhanBauhinia dilaporkanmengandung senyawa flavonoid, kumarin, tannin, 
terpenoid (Murugan et al., 2011), sianoglikosida (Muhammad dan Sirait, 2013), steroid 
(Jash et al., 2014),  kuinon (Pettit etal., 2013) dan fenolik (Pettit et al., 2013; Murugan et 
al., 2011; Jain et al., 2008). Senyawa flavonoid merupakan metabolit sekunder yang 
paling banyak dijumpai seperti yang yang diisolasi dari B. Purpurea yaitu bis[3’4’-
dihidroksi-6-metoksi-7,8-furano-5’,6’-monometil-alliloksi]-5-C-5-biflavonil dan 4’-
hidroksi-7-metil 3-C-α-L-ramnopiranosil-5-C-5-(4’-hidroksi-7-metil-3-C-α-D-gluko-
piranosil) biflavonoid (Yadav dan Bhadoria, 2005),  kuersetin-3-O-rutinosidadan 
kuersetin dari Bauhinia monandra (Aderogba et al., 2006), lupeol, kaemferol dan 
kuersetin dari kulit batang B. Variegata (Santos et al., 2014), 6C,7-O-
dimetilaromadendrin dan ploretin dari batang B.excelsa (Tanjung dan Tjahjandarie, 
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2014). Senyawa flavonoid juga disolasi dari kulit batang B.strychnifolia yaitu 3,5,7,3’,5’-
pentahidroksi flavanonol-3-O-α-L-ramnopiranosida dan kuersetin (Yuengyongsawad et 
al., 2013), kuersetin-3-O-α-arabinosa, kuersetin, kuersetin-3-O-α-ramnosida, kuersetin-
3-O-β-glukosida dan kuersetin-3-O-β-galaktopiranosa dari daun B. Longifolia (Santos et 
al., 2014).  Senyawa kuersetin hampir dijumpai pada setiap spesies Bauhinia. 
 Senyawa flavonoid diketahui mempunyai berbagai aktifitas biologis yang penting. 
Kuersetin dan turunannya untuk pertamakali dilaporkan aktifitasnya sebagai antivirus 
(Santos et al., 2014) sedangkan senyawa 3,5,7,3’,5’-pentahidroksiflavanonol-3-O-α-L-
ramnopiranosida dilaporkan mempuntai aktifitas antikanker terhadap sel uji (sel KB, 
HT-29, MCF-7 dan HeLa). Aktifitas antikanker senyawa ini lebih kuat daripada kontrol 
yaitu camptothecin yang digunakan sebagai obat antikanker (Yuengyongsawad et al., 
2013). Kuersetin-3-O-rutinosida  dan kuersetin juga mempunyai aktivitas antioksidan 
dan antidiabetes. Kuersetin mempunyai aktivitas antioksidan lebih tinggi daripada 
Kuersetin-3-O-rutinosida (Aderogba et al., 2006). 
Salah satu spesies Bauhinia yang tumbuh di Sumatera adalah Bauhinia hullettii 
Prain yang dikenal dengan nama akar tapak kuda. Pada makalah ini akan dilaporkan 
aktifitas antioksidan dari senyawa yang telah diisolasi dari kulit batang dan daun akar 
tapak kuda menggunakanmetode DPPH yang berdasarkan pada kemampuan suatu 
senyawa dalam meredam radikal DPPH (Zhang et al., 2006). 
 
BAHAN DAN METODE  
Bahan  
Bahan tumbuhan berupa  kulit batang dan daun B. hullettii Prain dikumpulkan 
dari Hutan lindung  PT. Bukit Asam TanjungEnim Sumatera Selatan pada bulan Januari 
2013.  Spesimen tumbuhan ini diidentifikasi di Herbarium Universitas Andalas (ANDA), 
Padang.  Bahan kimia yang digunakan terdiri dari : n-heksan, etil asetat, diklorometan, 
metanol, silika gel  Merck 60 GF254 (230-400 mesh), silika gel Merck  60 G (70-230 
Mesh), plat  aluminium berlapis silika gel Merck  60 GF254, 0,25 mm, 20 x 20 cm 
danpereaksi CeSO4, metanol p.a, Dimetilsulfoksida (DMSO), 2,2-Diphenyl-1-
Picrylhidrazyl (DPPH), asam askorbat.Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini 
berupa alat gelas dan perangkat instrumentasi yang biasa digunakan di Laboratorium 
Kimia Organik Bahan Alam, kromatografi vakum cair, kromatografi flash, 
spektrofotometer UV-Vis Shimadzu, FTIR Shimadzu 8400, alat alat titik leleh Fisher 
John dan Spektrometer NMR JEOL JNM ECA-500 yang bekerja pada 500 MHz  (1H) dan 
125 MHz (13C), mikropipet, Microplate 96-well, Microplate Reader. 
 
Ekstraksi dan Isolasi 
Sampel  kulit batang B. hulllettii Prain (3 kg)  dimaserasi berturut-turut dengan n-
heksan, diklorometan dan etilasetat, masing-masing tiga kali pengulangan  dan 
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menghasilkan ekstrak n-heksan, diklorometan dan etilasetat. Fraksi  etilasetat (27,39 g) 
difraksinasi dengan kromatografi vakum cair (KVC) (Si gel, 70 g) dan dielusi dengan  n-
hekasan, n-heksana-etilasetat  (20%-80%),etilasetat dan etilasetat-metanol (20%) 
menghasilkan 7 fraksi utama A-G.Fraksi E (2,83 g) dipisahkan lebih lanjut dengan 
kromatografi kolom grafitasi (KKG) menggunakan eluen n-heksana dan etil asetat yang 
ditingkatkan kepolarannya dan diperoleh empat fraksi (E1 – E4). Fraksi E3 (215 mg) 
dipisahkan dengan KKG menggunakan eluen n-heksana-diklorometan dan 
diklorometan-etil asetat yang ditingkatkan kepolarannya menghasilkan 4 fraksi (E3.1 – 
E3.4). Fraksi E3.3 (146,7 mg) dilanjutkan dengan kromatografi flash menggunakan eluen 
diklorometan-etil asetat yang ditingkatkan kepolarannya dan didapat tiga fraksi (E3.3.1-
E3.3.3) Fraksi E3.3.2 (125 mg) dikromatografi flash dan di kromatografi preparatif sehingga 
didapat senyawa 1 (10,9 mg). Dengan cara yang sama senyawa 2 (8 mg) diisolasi dari 
fraksi C. 
Senyawa 3 diisolasi dari daun B.hullettii Prain (1,4 kg). Maserasi sampel 
menggunakan pelarut  n-heksana, diklorometana, dan etil asetat, masing-masing tiga 
kali pengulangan dan diperoleh fraksi n-heksana, fraksi diklorometana dan fraksi etil 
asetat. Fraksi etil asetat (21,32) difraksinasi dengan KVC (Si gel, 70 g) dan dielusi dengan  
n-heksana dan etil asetat (20%-90%), etil asetat dan etil asetat-metanol 20% 
menghasilkan 16 fraksi utama A–P. Fraksi I (1,83 g) dipisahkan lebih lanjut dengan KKG 
menggunakan eluen n-heksana, etil asetat dan aseton yang ditingkatkan kepolarannya 
dan menghasilkan 14 fraksi (I1 – I14). Fraksi I9 (187 mg) dipisahkan lebih lanjut dengan 
penambahan diklorometan  dan didapat kristal yang tidak larut dalam diklorometan 
(berwarna putih kehijauan).  Selanjutnya kristal direkristalisasi menggunakan pelarut 
etil asetat dan heksan dan didapat senyawa 3 (20 mg). 
 
Penentuan aktivitas antioksidan 
Uji  aktivitas antioksidan dilakukan menggunakan microplate reader 96 well 
(Berthold LB-941) two fold delution dengan metode DPPH (1,1- diphenyl-2- picryl 
hydrazyl)[27] dengan menggunakan filter  panjang gelombang 520 nm. Sampel  sebanyak  
2 mg dilarutkan dalam 2 mL MeOH  sehingga konsentrasi sampel menjadi 1000 µg/mL. 
Dengan pengenceran dibuat sampel dengan konsentrasi   1000, 500, 250, 125, 62.5 dan 
31.25 µg/mL. Selanjutnya  ditambahkan DPPH sebanyak 80 µL dengan konsentrasi 40 
µg/mL, kemudian diinkubasi selama 30 menit. Kontrol positif yang digunakan sebagai 
pembanding yaitu vitamin C. Nilai  % inhibisi dihitung dengan rumus sebagai berikut: 
% Hambatan =  x 100 
Keterangan : A kontrol = Absorbansi tidak mengandung sampel 
   A sampel = Absorbansi sampel 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 
Dari fraksi etilasetat kulitbatang dan daun tumbuhan Bauhinia hullettii Prain telah 
diisolasi tiga senyawa.  Senyawa 1 berupa kristal kuning diidentifikasi sebagai 5,7,3’,5’-
tetrahidroksi flavanon, senyawa 2 berupa kristal kuning diidentifikasi sebagai senyawa 
5,7,4’-trihidroksi-6-metilflavanon dan senyawa 3 berupa kristal putih diidentifikasi 
sebagai asam 3,4,5-trihidroksibenzoat. Senyawa metilflavanon (2) merupaka senyawa 
flavonoid yang tidak umum dijumpai pada tumbuhan. Ketiga senyawa tersebut untuk 
pertama kalinya dilaporkan dari tumbuhan ini.  
Ketiga senyawa ini telah diuji aktivitas antioksidannya dengan metode DPPH 
yang berdasarkan pada kemampuan suatu senyawa dalam meredam radikal bebas 
DPPH. Dari tiga senyawa yang ditemukan, dua diantaranya 5,7,3’,5’-tetrahidroksi 
flavanon (1)  dan asam 3,4,5-trihidroksibenzoat (2) menunjukkan aktivitas antioksidan 
seperti ditunjukkan pada Tabel 1.  
Tabel 1.  Nilai IC50 senyawa hasil isolasi (1-3) dan standar antioksidan (asam askorbat) 
denganmetode DPPH.  
No. Sampel Bagian Tumbuhan  IC50  (ug/mL) 
1. 5,7,3’,5’-tetrahidroksiflavanon Kulit batang 6,33 
2. 5,7,4’-trihidroksi-6-metilflavanon Kulit batang >100 
3. Asam 3,4,5-trihidroksibenzoat Daun  1,26 
4.  Vitamin C  6.94 
 
 Suatu senyawa dikategorikan sangat kuat antioksidan bila memiliki IC50 50 
(µg/mL),  kuat bila memiliki  IC50 50-100 (µg/mL), sedang 250-500  (µg/mL), dan tidak 
aktif bila memiliki  IC50 >500 (µg/mL) (Molyneux, 2004).  Berdasarkan data Tabel 1 
disimpulkan 5,7,3’,5’-tetrahidroksi flavanon (1) dan Asam 3,4,5-trihidroksibenzoat (3) 
dikategorikan sangat aktif antioksidan dengan IC50 berturut-turut 6,33 dan1,26µg/mL. 
Sementara itu senyawa 5,7,4’-trihidroksi-6-metilflavanon tidak aktif  antioksidan  
dengan IC50> 1000µg/mL.  
 Ditinjau dari struktur molekulnya, senyawa 1 kaya dengan gugus hidroksil yang 
sangat berperan terhadap aktifitas antioksidan. Ikatan rangkap pada gugus karbonil 
pada rangka dasar yang mengandung cincin heterosiklik seperti pada senyawa 1 akan 
meningkatkan aktivitas antioksidan [28]. Senyawa 3 memiliki aktifitas antioksidan yang 
tinggi disebabkan oleh adanya gugus hidroksil fenolat dan  unit katekol (1,2-dihidroksi) 
(Heim et al., 2002). Walaupun terdapat gugus hidroksil fenolat, senyawa 2 tidak aktif 
antioksidan, hal ini diduga adanya subsituen gugus metil pada posisi C-6. 
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(1)                  (2)       (3) 
 
KESIMPULAN 
Berdasarkan senyawa yang berhasil diisolasi dapat disimpulkan bahwa akar tapak 
kuda mengandung  senyawa yang sangat aktif sebagai  antioksidan yaitu 5,7,3’,5’-
tetrahidroksiflavanon dan 3,4,5-trihidroksibenzoat sehingga berpotensi sebagai sumber 
senyawa antioksidan. Walaupun senyawa  5,7,4’- trihidroksi-6-metilflavanon tidak aktif 
sebagai antioksidan tetapi senyawa ini sangat jarang ditemukan pada tanaman lain, hal 
ini memberikan peluang ditemukannya senyawa flavonoid jenis barupada tumbuhan ini.   
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